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Badania nad zastosowaniem rozdzielczej chromatografii bibułowej do 
wykrywania kobaltu w roztworach o małym stężeniu 


Исследования над применением разделительной хроматографии 
на бумаге для определения кобальта в растворах малой концентрации 


Investigations on the Application of Partition Chromatography for 
Detection of Cobalt in Weak Solutions 


Rozdzielcza chromatografia bibulowa została zastosowana do analizy związków 
nieorganicznych w r. 1948 przez Ardena, Burstalla i wsp. (1). W następnych 
latach stała się już ogólną metodą analityczną, prostą, o szerokim zasięgu. Lede- 
rer i Linstead (8, 9) zajmują się wykrywaniem i rozdzielaniem kationów 
wchodzących w skład tych samych grup analitycznych. Natomiast Pollard 
i wsp. (14—18) większy nacisk kładą na rozdzielanie dowolnych mieszanin katio- 
nów i anionów. Lewandowski stosuje chromatografię bibułową do analizy 
jakościowej kationów (11). 

Oznaczanie pierwiastków śladowych jest skomplikowane z powodu ich niskiego 
stężenia w materiale biologicznym oraz równoczesnego występowania kilku ka- 
tionów. Chromatografia bibułowa, dzięki swej silnej własności rozdzielczej przy 
odpowiednim doborze solwentów, pozwala na oddzielenie poszczególnych pierwia- 
stków. Dodatkową trudność stanowi uzyskanie reakcji barwnych, ponieważ, mimo 
wielkiej czułości stosowanych obecnie wywoływaczy, stężenie tych pierwiastków 
w materiale biologicznym jest przeważnie tak małe, że nie sięga granicy wykry- 
walności, W ostatnim dwudziestoleciu szczególne zainteresowanie, obok żelaza 
i miedzi, budzi kobalt. Stwierdzenie, że jego brak w glebie (Martson cyt. wg 
Tempki) powoduje choroby zwierząt domowych, objawiające się niedokrwi- 
stością i wyniszczeniem organizmu, prowadzącym do zgonu, a ustępujące po do- 
daniu do paszy kobaltu, zapoczątkowało szereg prac badawczych (2, 4, 19, 24, 25). 
Ukazały się również liczne prace na temat wpływu kobaltu na układ krwiotwór- 
czy człowieka i wyników leczenia niektórych niedokrwistości solami kobaltu 
(3, 7, 12). 
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Sehmidt i wsp. stwierdzili hamujacy wplyw kobaltu na wirusa grypy (21). 
Pital i wsp. (13) badali wpływ kobaltu na Salmonella pullorum. Saltzman 
(20) opracował metodę mikro-oznaczania kobaltu w materiale biolegicznym na dro- 
dze ekstrakcji jego soli nitrozonaftolanu. Otrzymany w ten sposób kobalt, uwol- 
niony od innych metali, oznaczał przy użyciu soli nitrozc R. Thiers i wsp. (23). 
Przed oznaczeniem kobaltu oddzielali go od innych metali śladowych, używając 
do tego celu żywicy anionowymiennej. Wysocki, Smoczkiewiczowa 
i Mizgałski (22, 28) opracowali metodę spektrograficznego oznaczania kobaltu 
i miedzi we krwi, po uprzednim chromatograficznym oddzieleniu go od innych 
metali. 

Celem niniejszej pracy jest sprawdzenie przydatności niektórych metod chro- 
matografii bibułowej do oznaczania kobaltu w roztworach o małym stężeniu, 
а szczególnie metod  chromatograficznego zagęszczania zastosowanych przez 
Krzeczkowska (5, 6) przy oznaczaniu miedzi. 


METODY BADAŃ i MATERIAŁY 


1. Do wykrywania kobaltu metodą bibułowej analizy chromatograficznej 
używeno różnych technik: a) Chromatografii wstępującej, wykonywanej w akwa- 
riach lub cylindrach szklanych. b) Chromatografii wstępującej wg Williamsa 
i Kirby (1948) (26). W metodzie tej bibułę zwiniętą w kształcie walca umiesz- 
czano w rczpuszczalniku wypełniającym piytkę Petriego i nakrywano szklanym 
kloszem, dobrze uszczelniając. © Chromatografii krążkowej w płytkach Petriego. 
Do płytki Petriego wstawiane naczynko wagowe z rozpuszczalnikiem i nakrywano 
dwoma kwadratowymi szybkami, z których dolna posiadała w środku otwór o śred- 
nicy 0,5 cm. Bibułę z nakroploną substancją umieszczano między szybkami w ten 
sposób, że paseczek bibuły, doprowadzającej solwent, przechodził przez otwór 
w dolnej szybce i zanurzony był w rozpuszczalniku. Przy badaniach, w których 
zależało na utrzymaniu identycznych warunków, szereg płytek ustawiano jedna 
na drugiej i „stos” przykrywano kloszem szklanym, dokładnie uszczelniając aparat. 
dj Zmodyfikowanej metody krążkowej Zimmermanna G. i Nehringa К. 
(25). Krążek bibuły umieszczano w eksykatorze tuż pod pokrywą. Koniec paseczka 
bibuły wprowadzonego do środka krążka, zanurzano w rozpuszczalniku znajdu- 
jącym się na szkiełku zegarkowym umieszczonym w zlewce o odpowiednio dobra- 
nej wysokości. e) Metod chrornatograficznego zagęszczania na trójkącie, stożku 
i krążku wg Krzeczkowskiej (dokładny opis w pracach 5, 6). 

2. Bibuła chromatograficzna. Po przebadaniu bibuły Whatman N. 1, 2, 3. 
Schleicher-Schüll 597 oraz Mundtall N. OB, O i 3 stale używano bibuły Whatman 
N. 3 i N. 1. 

3. Układy rozpuszczalników. Stosowano układy solwentów: а) n-butanol- 
kwas solny-woda w stosunku obj. (4:1:1), 4:1:2), (4:1:5). b) aceton-kwas octowy- 
woda (87:8:5). c) pirydyna-kwas azotowy 9,5 n (1:1). d) kolidyna-kwas azotowy 
0,4 n (1:1). e) n-butanol-kwas octowy-woda (4:1:1). £) n-butanol-aceton-kwas solny- 
woda (4:3:2:1). =) aceton-kwas solny-woda (87:8:5). h) aceton-kwas solny-woda 
(84:11:5). Przy sporządzaniu rozpuszczalników używano wody redestylowanej. 

4. Wywoływacze i sposób wywoływania. Jako wywoływaczy używano nastę- 
puiących odczynników: a) a-nitrozo-f-naftol 0,5% (g/obj.) w 500/, kwasie octowym, 
b) kwas rubeanowodorowy 0,1% w 95%% alkoholu etylowym. Wywoływano dwoma 
metodami: suchy chromatogram nasycano parami amoniaku i spryskiwano odczyn- 
nikiem albo bezpośrednio przed użyciem dodawano do wywoływacza stężony 
amoniak w stosunku 10:1, c) dwuetylodwutiokarbaminian sodu, ogólnie używany 
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roztwór wodny (można wywoływać zarówno przez rozpylanie, jak i przez zanu- 
rzanie), d) siarkocyjanek potasu, nasycony roztwór wodny, mieszamy bezpośrednio 
przed użyciem z równą objętością acetonu, e) ditizon w cztercchlorku węgla (roz- 
twory od 0,001 do 0,0059/&/, f) siarkowodór gazowy w środowisku alkalicznym lub 
roztwór wodny siarczku amonu, i g) K,[Fe(CN),. Chromatogramy wywoływano 
przez rozpylenie szklanym rozpylaczem. 

5. Suszenie. W czasie nakraplania suszono chromatogramy promienikami pod- 
czerwonymi, a po wywołaniu — na powietrzu w temperaturze pokojowej. Nie uży- 
wano suszarki fryzjerskiej ponieważ po jej użyciu wykrywano na bibule ślady 
zanieczyszczeń żelazem (w formie kropeczek). 

6. Odczynniki. Używano odczynników chemicznie czystych i wody redesty- 
lowanej. 


BADANIA WŁASNE 


1. Zakres stężeń roztworów używanych do badań. 
Do badań używano roztworów o stężeniu od 0,001 do 1%/ w ilościach 
odpowiadających 0,08y do 80y. Przy metodzie krążkowej stosowane stę- 
żenie dwukrotnie większe niż przy wstępującej. 
2. Oznaczanie współczynnika Ry. 
Współczynnik Rp dla kobaltu waha się, przy metodzie wstepujacej 
w granicach od 0,13 do 0,38 (Średnie z 5-7 pomiarów), przy metodzie 
krążkowej od 0,27 do 0,77; wartość jego jest zależna od różnych zmien- 
nych czynników: a) wielkości kamery, b) jakości bibuły, c) stężenia 
substancji badanej, d) układu rozpuszczalnika, e) ilości kwasu dodanego 
do rozpuszczalnika, f) temperatury, g) substancji towarzyszących. Pewien 
wpływ wywiera również czas spływu. 


3. Badanie wpływu czynników zmiennych na war- 
tość Ry 
a) Badania przeprowadzono w trzech eksykatorach o różnej wiel- 
kości. Na ryc. 1, 2, 3 widoczny jest wpływ wielkości kamery, a co za- 
tym idzie, stopnia jej wysycenia parami rozpuszczalnika (Rep = 0,26; 
0,30; 0,40). 


[U m ` 
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Ryc. 1. Chromatogram uzy- Ryc. 2. Chromatogram uzy- Ryc. 3. Chromatogram uzy- 
skany w kamerze I (eksy- skany w kamerze II (eksy- skany w kamerze III (eksy- 
kator duży) kator średni) kator mały) 
Chromatogram obtained in Chromatogram obtained in Chromatogram obtained in 
camera I (large exsiccator) camera II (medium-sized camera III (small exsic- 

exsiccator) cator) 
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b) Zależność Ве od gatunku bibuły. Spis przebadanych gatunków bi- 
buły podano w Metodach i materiałach, Wyniki przedstawiono w tabeli 1; 
па гус. 4, 5, 6 widoczna jest różnica w wielkościach Rp oraz w ukształ- 
towaniu plam (kółek). 


Tab. 1. Zależność wartości Rr od gatunku bibuły; rozpuszczalnik: aceton-kwas 
solny (stęż.) — woda (84:11:5), metoda krążkowa 
Dependence of Rr values on the kind of filter paper; solvent system: acetone- 
hydrochloric acid (concentrated) — water (84:11:5). Disc method 


Lp. Rodzaj bibuly Rp Uwagi 


| | Plamy kobaltu dobrze uksztaltowane 
| o ostrych konturach, intensywne, 
1 | Whatman N. 1 og krążki wąskie. Rozpuszczalnik 
| |  rozchodzi sie równo 
Plamy zwarte, ksztaltne. Przy tej 
samej ilo$ci substancji mniej in- 
2 Whatman N. 3 0,78 tensywne niz przy N. 1 
Ślady zanieczyszczeń żelazem nie 
większe niż w N. 1 


3 Whatman N. 4 0,78 Jak wyżej, ale kontury plam mniej 
ostre 
4 Schleicher-Schüll 0.70 Kontury plam mniej ostre, brak 
N. 597 > zanieczyszczeñ 
5 | Mundtall N. 0 0,74 Plamy i paski o nierównej szeroko- 


sci i intensywności 


Plamy i kółka niezbyt równe, zanie- 
6 Mundtall N. OB | 0,77 czyszczenia zelazem 


Plamy i kółka dość równe, bibuła 
zanieczyszczona żelazem 


7 Mundtall N. 3 | 0,80 


| 

Ryc. 4. Kobalt na bibule Ryc. 5. Kobalt na bibule Ryc. 6. Kobalt na bibule 

Whatman N. 1 Whatman N. 4 Sehleicher-Schüll N. 597 

Cobalt on Whatman No 1 Cobalt on Whatman No 4 Cobalt on Schleicher-Schiill 
paper paper No, 597 paper 
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c) Badania nad wpływem stężenia substancji nakraplanej na wartość 
Rr. Substancje nakraplano w ilościach: 10ү, 20v, 30%, 40y, 50y oraz 80ү. 
Tabela 2 zawiera uzyskane wyniki, a ryc. 7 przedstawia jeden z uzy- 
skanych chromatogramów. 


= 
199000 


Ryc. 7. Wpływ stężenia badanej substancji na Ве (ilość kobaltu: 
10ү, 20y, 30y, 40y, 50y, 80y) 
Influence of the concentration of the studied substance on Rp 
(quantities of cobalt: 10y, 20y, 30y, 40y, 50y, 80y) 


Tab. 2. Wpływ stężenia nakroplonej substancji na wartość Rr; 
bibuła Whatman N. 1 
Influence of concentration of the studied substance on Rp values. Whatman No. 1 


Ilość Ilość 

Lp. Układ s pH | temp. | subst. Вр subst. Rp 
rozpuszczalnika | wy wY 

1 aceton-kw. solny-woda 1 18°С. 016 | 0,36 10 0,38 

851055 | | 0,24 0,36 20 0,38 

| 0,49 | 0,36 30 0,38 

| | 0,81 | 0,37 40 0,39 

| 1,63 037 | 50 0,40 

247 | 038 | 80 0,40 

500 | 0,38 = = 


Wartości ВЕ są liczbami średnimi z 5—8 pomiarów. 


d) Zależność wartości Rg od układu rozpuszczalników. Przebadano 
szereg (spis poaano w Metodach i materiałach) rozpuszczalników, wy- 
niki podano w tabeli 3. 

e) Wpływ ilości kwasu zawartego w rozpuszczalniku na wartość Rr. 
W rozpuszczalniku o składzie: aceton-kw. solny stęż.-woda w stosunku 
87:8:5 zmieniono ilość kwasu do 11 cz. a następnie do 20 cz. (87:11:5) 
i (87:20:5), zwiększenie ilości kwasu powodowało zwiększenie Ер 
(Кр = 9,33; 0,38 i 0,6) patrz tabela 4. 

f) Wpływ temperatury na wartość Ry. Przeprowadzono badania nad 
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Tab. 3. Wpływ układu rozpuszczalnika na wielkość Rr; temp. 18°C. 
Bibuta Whatman N. 1 
Influence of solvent system on Rr values. Temperature 18°C, Whatman No.1 paper 


| | Czas | Шо&ё | 
Lp. Układ | | splywu Metoda subst. | Rp 
| rozpuszczalnika | w godz. | wd 
| 
1 n-butanol-kwas зоту- 18 wstep. | 2,4 0,29 
woda 4:1:1 6 krazkowa 5,0 0,43 
2 n-butanol-kwas solny- 25 | wstęp. | 2,4 0,22 
woda 4:1:2 8 | krążkowa 5,0 0,44 
3 n-butanol-kwas solny- 6 wstęp. 2,4 0.13 
woda 4:1:5 6 krążkowa 5,0 0,27 
4 ; n-butanol-kw. octowy- 22 |  wstep. 2,4 0,13 ogon 
' woda 4:1:1 14 | krążkowa 5,0 0,29 
| 
5 | n-butanol-aceton-kw. 16 wstep. 2,4 0,33 
solny-woda 4:3:2:1 12 krazkowa 5,0 0,42 
6 aceton-kw. solny-woda 6 wstep. 2,4 0,33 
87:8:5 6 krazkowa 5,0 0,60 
7 aceton-kw. solny-woda 6 wstęp. 2,4 0,38 
84:11:5 6 krążkowa 5,0 0,77 
Średnie z siedmiu pomiarów, 
Tab. 4. Wpływ ilości kwasu w rozpuszczalniku na wartość Rf 
Influence of acid content in solvent system on Ве values 
Układ | Ilość | Czas 
Lp. | zs jt | Metoda Temp. ` subst. | spływu | Rp 
rozpuszczalnika | wy W godz. 
1 aceton-kwas solny- wstep. 18? 2,4 6 0,33 
woda 87:8:5 krazkowa 18? 5,0 6 0,60 
2 aceton-kwas solny- wstep. | 18? 2,4 6 0,38 
woda 87:11:5 krazkowa | ew] 18? 50 | 6 | 0,78 
3 aceton-kwas solny- wstep. 18° 2,4 6 0,86 
woda 87:20:5 krazkowa 18° 5,0 6 0,64 


wpływem temperatury na wartość R; jonów: kobaltu, miedzi i żelaza 
zarówno nakraplanych pojedynczo, jak w mieszaninie. Tabela 5 przed- 
stawia zebrane wyniki. Rozwijanie chromatogramu znajdującego się na 
ryc. 8 przeprowadzano w temperaturze 6?C, na ryc. 9 w 18?C, a na 
гус. 10 w 40°C. Chromatogramy przedstawiają rozdzielone kationy: Co”, 
Cu", Ее”. 
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Tab: 5. Zależność, wartości Rr od temperatury 
Dependence of Rr values on temperature 
| 5 R | Czas | | 
Lp. E ^ | Temp. spływu Re Uwagi 
nakroplona ! VERE | 
Chlorek i Plamy (kółka) mają rów- 
1 | kobaltowy | 6? 8 0,73 ny promien, jednako- 
CoCl, | wa szerokosé i inten- 
: | sywność 
2 CuCl, 6° 8 0,83 Jak wyzej 
3 | FeCl, 6? 8 0,89 jak wyzej 
mieszanina: 
4 CoCl, 6° 8 0,78 Rozdziat bardzo dobr 
CuCl, 0.85 SA ° ia 
FeCl, 0,94 
| 
5 | CoCl, 18° 6 0,78 | 
6 | CuCl, 18° 6 0,85 
7 | FeCl, 18° 6 0,93 | 
CoCl, | 0,80 Rozdziai dobry. Mniej- 
8 CuCl, 18° 6 0,84 sze różnice we współ- 
FeCl, 0,91 czynnikach Rr 
o Kólko (plama) szerokie. 
3 | CoCl; 40 5 | 0,90 Bibula kruszeje. 
10 CuCl, | 40° 5 | 0,95 Jak wyżej 
11 FeCl, 40 | 5 1,00 Jak wyżej 
CoCl, 0,90 | A - 
12 CuCl, 40° 5 0,96 Posgczegáine kółka zle 
FeCl, | 1,00 AR 
i l 


Bibuła Whatman N. 3; Rozpuszczalnik: aceton-kw.solny-woda (84:11: 5). 
Metoda krazkowa na „stosie”. Nakraplano 5,0 y substancji (roztwór 19/0). 


g) Badanie wpływu substancji towarzyszących na wartość Rr. Ozna- 
czano wartość samego kobaltu oraz po dodaniu 5°/o roztworów: NaCl, 
BaCl, CuCl, FeCl, i inn. w stosunku 1:1. Zaobserwowano znieksztal- 
cenie plam przy dodaniu nawet stosunkowo niewielkich ilości NaCl. 
Większe ilości NaCl i BaCl) powodują zmniejszenie wartości Rr (war- 
tość R; dla samego kobaltu = 0,76, po dodaniu NaCl Кр = 0,71). 
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Ryc. 8. Rozdział kobaltu, Ryc. 9. Rozdział kobaltu, Ryc. 10. Rozdział kobaltu, 
miedzi i żelaza w tempe- miedzi i żelaza w tempe- miedzi i żelaza w tempera- 


raturze 6°C raturze 10°C turze 40°C 
Partition of cobalt, copper Partition of cobalt, copper Partition of cobalt, copper 
and iron at 6°C and iron at 18°C and iron at 40°C 


4. Badanie przydatności wywoływaczy 


Uwagi dotyczące przydatności wywoływaczy, podanych w Metodach 
i materiałach umieszczono w tabeli 6. 


Tab. 6. Badanie przydatności różnych wywoływaczy dla kationu Co* 
Usefulness of various substances for detecting the Со!" cation 


Rozpusz- | 
Nazwa | Czułość O M czalnik | Wzór powstającego 
wywoływacza | w? związku Mor was | zwiazku 
kwas 
А t 
a.-nitrozo-( -naftol | 0,08 czerwona pan W Co(C;joH ,ONO); 
alkohol 
kwas rubeanowodoro- | | alkohol % 
= | 0,8 rdzawa acten Co(C;,H;N;S;) 
siarkowodór w środ. czarno- 
alkalicznym 0,06 brązowa woda | CoS 
; = czarno- | 
siarczek amonu | PR "M Seas woda CoS 
| | 
R da 
dwuetylodwutiokarba- А MO е 
em | 0,16 zielona aceton Co[(C;H;)„NCS.S]; 
minian sodu, NaDDTK | Тоат 
атопіак 
dns | ; benzen { cu) 
Ditizon | AE fiotkowa | cploroform | 2886 NNC.H; |» 
| "eC 
m — ies Е a mre ERES 
K4(Fe(CN);) | 8 Lolo wil woda Co. [Fe(CN),] 
rodanek potasu | 1,6 | We isa woda Co(CNS)2 


| nietrwała 
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5 Wykrywanie kobaltu w roztworach o bardzo 
małym stężeniu 


Do zagęszczania używano metod opracowanych przez Krzeczkow- 
ską, a opisanych dokładnie w pracach (5, 6). Największe zagęszczenie 
uzyskano przy użyciu metody „krążkowej”. Ilość wprowadzanej na krą- 
żek substancji jest zależna od jej stężenia; im bardziej rozcieńczony jest 


Ryc. 11. Kobalt wykryty na paseczku bibuły przy użyciu metody 
chromatograficznego zagęszczania wg Krzeczkowskiej 
Cobalt detected in paper strip with the use of the method of chromatographic 
concentration according to Krzeczkowska 


se. 


Ryc. 12. Rozdział kobaltu, miedzi i żelaza metodą chromatografii wstępującej 
Partition of cobalt, copper and iron by the method of ascending chromatography 


Г 


! 
| 
t 


Ryc. 13. Kobalt, miedź i żelazo wykryte w roztworze silnie rozcieńczonym metodą 
zagęszczania wg Krzeczkowskiej 
Cobalt, copper and iron detected in strongly diluted solution by the method of 
concentration according to Krzecz*kowska 
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roztwór, tym większe jego ilości należy wprowadzić, aby osiągnąć gra- 
nicę wykrywalności (patrz czułość wywoływaczy — tabela 6). Metoda 
krążkowa pozwala na tak duże zagęszczenie pierwiastków, że można nią 
wykryć nawet ich ślady, oczywiście jeśli się posiada wystarczającą ilość 
materiału. Na ryc. 11 widzimy kobalt zebrany na paseczku bibuły, roz- 
twór zawierał 0,009 ug kobaltu w ml, nakroplono 100 ml, wywołano 
kwasem rubeanowodorowym. 


6. Rozdzielenie jonów kobaltu, miedzi i żelaza 


Widoczne na ryc. 8, 9 i 12 chromatogramy ilustrują rozdział jonów 
kobaltu, miedzi i żelaza na bibule Whatman N. 3, przy rozpuszczalniku: 
aceton-kwas solny (stez.)-woda (84:11:5) oraz kwasie rubeanowodoro- 
wym z amoniakiem jako wywoływaczu. Ryc. 13. przedstawia rozdzie- 
lone metodą zagęszczeniową kationy kobaltu, miedzi i żelaza przy uży- 
ciu wyżej podanego rozpuszczalnika i wywoływacza. Niewidoczna na 
rycinie różnica barw poszczególnych kationów pozwala na ich wykry- 
cie. Używając układów pirydyna — kwas azotowy 0,5 n albo kolidyna — 
kwas azotowy 0,4 n, można pozostawić żelazo na krążku, kobalt i miedź 
przesuną się na paseczek. Miedź wykrywamy siarkowodorem w Srodo- 
wisku kwaśnym, a kobalt w zasadowym. 


OMÓWIENIE WYNIKÓW I WNIOSKI 


Budząca ogólne zainteresowanie rola kobaltu w organizmie skłoniła 
nas do podjęcia badań metodycznych w celu przygotowania prostej me- 
tody.do wykrywania go w materiale biologicznym. Występowanie 
kobaltu w śladowych ilościach skierowało poszukiwania na drogę bada- 
nia prostych metod zagęszczania. W metodzie zagęszczania wg Krzecz- 
kowskiej (5, 6) używano roztworów zawierających od 0,0018 ug w ml 
do 0,009 ug kobaltu w ml. 

Przy metodach chromatografii wstępującej i krążkowej najkorzy- 
stniejsze stężenia leżały w granicach od 0,08y do 80y, przy czym przy 
chromatografii krążkowej należało nakraplać ilości dwukrotnie większe, 
niż przy wstępującej (przeważnie przy metodzie wstępującej nakraplano 
ilości odpowiadające 2,40y, przy krążkowej ok. 5y kobaltu w ml.) 

Uzyskiwane wartości współczynników Ry były wyższe przy metodzie 
krążkowej (w granicach od 0,27 do 0,77), niż przy wstępującej, (0,13 
do 0,38). Jako wartość współczynnika В; przyjmowano stosunek drogi 
substancji do drogi rozpuszczalnika, drogę substancji mierzono od linii 
startu do środka plamy, drogę rozpuszczalnika od poziomu rozpuszezal- 
nika do jego czoła. 

Ponieważ na wartość Ry ma duży wpływ zarówno wysycenie ka- 
mery, jak i bibuły, w toku pracy zwracano baczną uwagę na dokładne 
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uszczelnianie kamer, a przed rozpoczęciem rozwijania chromatogramu, 
trzymano bibułę, w ciągu paru godzin, w parach rozpuszczalnika. 

W przeprowadzonych badaniach przeważnie używano bibuły What- 
man N. 3, która ma tę przewagę nad używanym również przez nas N. 1, 
że wpływ brzegów oraz pewne niejednolitości bibuły nie wpływają na 
jakość plam. Natomiast przy bibule Whatman N. 1, a zwłaszcza N. 4 
nawet niewielkie zakłócenia w wędrówce rozpuszczalnika (nierówność 
dna płytki, krzywe ustawienie bibuły), powodują zmiany R; oraz zacie- 
ranie się ostrych konturów plam. Bibuła Schleicher-Schül N, 597 rów- 
nież nadaje się do badań, a zaletą jej jest brak zanieczyszczeń żelazem. 


Dominujący wpływ na wartość R; oraz ukształtowanie plam posiada 
rozpuszczalnik. Najlepiej kształtują się plamy uzyskane przy rozpusz- 
czalniku, w którego skład wchodzi kwas solny; rozpuszczalniki z kwa- 
sem octowym dają plamy zniekształcone (ogony), korzystniej wychodzą 
chromatogramy krążkowe. Zwiększenie ilości kwasu powoduje zwięk- 
szenie się wartości Rr. Ilość dodanego kwasu nie może iednak przekra- 
czać 1/5 objętości rozpuszczalnika, ponieważ wówczas bibuła kruszeje 
i łamie sie. Bibula kruszeje również w wyższych temperaturach. 

Temperatura wpływa na wartość Ве i na jakość plam. Rp zwiększa 
się w zakresach temperatur od 6? do 40°, ale jakość plam w niższych 
temperaturach jest lepsza, plamy i krążki są znacznie węższe i ostrzej- 
sze w zarysach. Rozdział chromatograficzny kobaltu, miedzi i żelaza 
bardzo dobrze zachodzi w niskich temperaturach, uzyskuje się większe 
różnice w Ry poszczególnych kationów (гус. 8 i 9). Na chromatogramach 
rozwijających się w temperaturze 40?C (ryc. 10) pozycje pierwiastków 
można ustalić wyłącznie na podstawie różnicy w zabarwieniu. 

Plamy o różnym zabarwieniu otrzymuje się w zależności od użytego 
wywoływacza. Wywołując chromatogramy kobaltonem, otrzymujemy dla 
kobaltu plamę czerwoną, dla miedzi żółtopomarańczową, dla żelaza brą- 
zowoszarą. Pod wpływem kwasu rubeanowodorowego kobalt daje plamę 
ciepłordzawą, miedź zielonoszarą, żelazo szarobrązową. Z Kj4Fe(CN)g 
kobalt zabarwia się na szarofioletowo, miedź na czerwonobrazowo, żela- 
zo daje piękną, intensywną barwę błękitną. Różnica w zabarwieniach 
poszczególnych kationów pozwala na ich wykrycie nawet przy gorszym 
rozdziale. Czułość wywoływaczy (ilość substancji dająca z wywoływa- 
czem, na rozwiniętym chromatogramie jeszcze widoczną plamę) służą- 
cych do wykrywania kationów jest przeważnie duża. 

Przy użyciu własnej (,krazkowej") metody zagęszczeniowej rozdzie- 
lono kobalt, miedź i żelazo w roztworach silnie rozcieńczonych, Nakra- 
planie trwa tym dłużej, im większe objętości rozcieńczonego roztworu 
wprowadzamy na krążek. Metoda ta nie nadaje się do oznaczania w ma- 
teriale, którego posiadamy ograniczone ilości, ponieważ zawartość ozna- 
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czanego pierwiastka w posiadanej próbce może nie znajdować sie w gra- 
nicach wykrywalności. Najlepiej do rozdzielania nadawały się układy 
rozpuszczalników: 

n-butanol-aceton-kwas solny (stęż.)-woda (4:3:2:1) 

aceton-kwas solny (stez.)-woda (87:9:5) 

aceton-kwas solny (stęż.)-woda (84:11:5). 

Obecność nawet niewielkich ilości NaCl wpływa niekorzystnie na 
kształtowanie się plam, stąd wypływa konieczność usuwania substancji 
towarzyszących przed wykonywaniem oznaczeń, co zostanie uwzględ- 
nione w pracy, przy wykrywaniu kobaltu w materiale biologicznym. 


WNIOSKI 


1) Plamy barwne kobaltu z wywoływaczami najkorzystniej kształ- 
tuja się w granicach stężeń 0,08; do 80y badanej substancji. 

2) Wysycanie bibuły parami rozpuszczalnika (przed rozwijaniem chro- 
matogramu) oraz dokładne uszczelnianie kamery wpływa dodatnio na 
ukształtowanie się plam. 

3) Najlepszą bibułą chromatograficzną okazała się Whatman N. 3 i 1. 

4) Dobre ukształtowanie plam i najkorzystniejszy rozdział kationów 
kobaltu, miedzi i żelaza uzyskano przy użyciu rozpuszczalników: 
a) n-butanol-aceton-kwas solny (stez.)-woda (4:3:2:1), b) aceton-kwas 
solny (stez.)-woda (87:8:5), c) aceton-kwas solny (stez.)-woda (84:11:5). 

5) Korzystne ukształtowanie plam i dobry rozdział kationów uzyskano 
w temperaturze 6'C. 

6) Obecność niektórych substancji towarzyszących, zwłaszcza NaCl, 
powoduje zniekształcenie plam. 

7) Najkorzystniejsze w użyciu okazały sie wywoływacze: kobalton, 
kwas rubeanowodorowy, K,[Fe(CN).] oraz HS (gaz). 

8) W roztworach silnie rozcieńczonych można wykryć kobalt przy 
użyciu metody zagęszczania na krążku. 

9) Metoda zagęszczania na krążku może służyć do rozdzielania ko- 
baltu, miedzi i żelaza w roztworach silnie rozcieńczonych. 
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РЕЗЮМЕ 


Проведено ряд экспериментов, целью которых было установ- 
ление условий для хорошего фармирования пятен кобальта на 
хроматограммах, а также исследовано влияние различных изме- 
няющихся факторов на величину коэффициента Rp (величина ка- 
меры, качество бумаги, концентрация исследуемого вещества, тем- 
пература, наличие сопутствующих веществ). Кроме того было necje- 
довано ряд систем растворителей и проявителей. 

Для обнаружения кобальта в сильно разведенных растворах 
применялся метод хроматографического сгущения по Кшечковской. 

Вышеупомянутый метод был применен для разделения ионов 
кобальта, меди и железа в сильно разведенных растворах. 


Рис. 1. Хроматограмма, полученная в камере I (большой эксикатор). 

Рис. 2. Хроматограмма, получена в камере (средний эксикатор). 

Рис. 3. Хроматограмма, полученная в камере III (малый эксикатор). 

Рис. 4. Кобальт на бумаге Whatman № 1. 

Рис. 5. Кобальт на бумаге Whatman № 4 

Рис. 6. Кобальт на бумаге Schleicher-Schüll № 597. 

Рис. 7. Влияние концентрации исследуемого вещества Ha Rp (количество KO- 


бальта: 10 гамма, 20 гамма, 30 гамма, 40 гамма, 50 гамма, 80 гамма). 

Рис. 8. Разделение кобальта, меди и железа при температуре 6°С. 

Рис. 9. Разделение кобальта, меди и железа при температуре 189C. 

Рис. 10. Разделение кобальта, меди и железа при температуре 40°С. 

Рис. 11. Кобальт, обнаруженный на полоске бумаги при применении метода 
хроматографического сгушения по Кшечковской. 

Рис. 12. Разделение кобальта, меди и железа методом восходящей хромотографии. 

Рис. 13. Кобальт, медь и железо, обнаруженные в сильно разведенном раст- 
воре при помощи метода хроматографического сгущения по Кшечковской. 
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SUMMARY 


À number of experiments were carried out in order to determine the 
conditions favouring the formation of cobalt spots in chromatograms. 
The authors studied also the influence of some variable factors on the 
value of the Rp coefficient (size of camera, kind of filter paper, concen- 
tration of investigated substance, temperature, presence of accompa- 
nying substances). 

Several solvent systems and detecting substances were tested. 

The method of chromatographic concentration according to K r ze c z- 
kowska was used for detecting cobalt in strongly diluted solutions. The 
same method was also used for partitioning the cobalt, copper and iron 
ions in strongly diluted solutions. 
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